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Os glucocorticoides (GC) sdo importantes medicamentos anti-inflamatoérios para o tratamento
de doencas inflamatdrias crénicas. Alguns dos efeitos da terapia com GC sdo: a inibi¢do da
geracdo de mediadores pré-inflamatorios e reducdo do numero de células inflamatorias,
incluindo mastocitos (MC). Aléem disso, os GC apresentam varios efeitos metabdlicos,
incluindo hiperglicemia com geracdo concomitante de produtos finais de glicacdo avancada
(AGEs). AGEs induzem apoptose de mastocitos através da ativacdo dos seus receptores.
Neste trabalho, foi avaliado o papel dos AGEs em reduzir o nimero e reatividade de MC
induzida por GCs. Ratos Wistar machos foram tratados com dexametasona (Dexa) (0,1 mg /
kg;.s.c.), uma vez ao dia, durante 21 dias. Alguns dos ratos foram tratados com
aminoguanidina (AG) (50 ou 250 mg/kg; v.0.), GSC-100 (1 mg/kg, v.0.) ou de FPS-ZM1 (1
mg/kg, i.p.) diariamente, a partir do 4° dia de administracdo de Dexa. Ap0s 24 horas da ultima
administracdo das drogas, analisamos nimero de MC por meio de coloracdo com azul de
toluidina; reatividade MC por meio de quantificacdo da histamina apés estimulo imunoldgica
(reacdo passiva) ou estimulo ndo imunoldgico (composto 48/80); apoptose de MC por
TUNEL e expresséo de receptores dos AGEs, RAGE e galectina (GAL-3), por western blot.
O tratamento com Dexa diminuiu o namero e reatividade de MC e em paralelo aumentou a
taxa de apoptose em comparagdo com ratos ndo tratados. O tratamento concomitante com AG
foi capaz de restaurar o nimero, a reatividade e apoptose dos MC. Ao analisar 0 sangue,
observamos que Dexa ndo foi capaz de alterar os niveis de frutosamina (albumina glicada). O
tratamento com GCs ndo interferiu com a formacédo de AGEs, por outro lado, observou-se que
0 tratamento com Dexa aumenta a expressdo de RAGE e Gal-3, e o tratamento com AG
restaura a expressao destes receptores para niveis basais. Além disso, o tratamento com GCs
levou a atrofia muscular e uma reducdo no peso corporal e no numero de linfocitos,
parametros estes que ndo foram alterados pelo tratamento com AG. Finalmente, foi mostrado
gue quando se administrou inibidores seletivos de RAGE (FPS-ZM1) ou Gal-3 (GSC-100) em
animais tratados com Dexa, 0 niumero de MC na cavidade peritoneal e o tecido mesenterico
foi restaurado. Assim, podemos concluir que o mecanismo pelo qual GC reduz o namero e
reatividade de MC esta associada com o aumento da expressdo de receptores dos AGEs,
sugerindo que o mecanismo pelo qual os glicocorticoides exercem seu efeito anti-inflamatério
é diferente do mecanismo de geracédo de efeitos sistémicos e metabdlicos, uma vez que estes
ultimos ndo envolvem a participagéo de receptores dos AGEs.
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MASTER DISSERTATION IN CELLULAR AND MOLECULAR BIOLOGY
TASSIA SANTORO TELLES

Glucocorticoids (GC) are important anti-inflammatory drugs for the treatment of chronic
Glucocorticoids (GC) are important anti-inflammatory drugs for the treatment of chronic
inflammatory diseases. Some of the effects of GC treatment are the inhibition of the
generation of pro-inflammatory mediators and the reduction of the number of inflammatory
cells including mast cells (MC). Furthermore, GC has multiple metabolic effects, including
hyperglycemia with concomitant generation of advanced glycation end-products (AGES).
AGEs induce mast cell apoptosis through activation of its receptors. In this work, was
evaluated the role of AGEs in reducing the number and reactivity of MC induced by GC.
Male Wistar rats were treated with dexamethasone (Dexa) (0.1 mg / kg;. s.c.), once a day for
21 days. Some of the mice were treated with aminoguanidine (AG) (50 or 250 mg/ kg, v.0.),
GSC-100 (1 mg/kg, p.o.) or FPS-ZM1 (1 mg/kg, i.p.) daily from day 4 of the Dexa
administration. After 24 hours of the last administration of drug, number of MC was analyzed
by staining with toluidine blue; MC reactivity through quantification of histamine after
immune stimulation (passive reaction) or non-immunological stimulation (compound 48/80);
MC apoptosis by TUNEL and expression of receptors of AGE, RAGE and galectin (Gal-3) by
Western blot. Treatment with Dexa decreased the number and reactivity of MC and in parallel
increased apoptosis rate compared with untreated rat. Concomitant treatment with AG was
able to restore the number, the reactivity and apoptosis of MC. Additionally, we observed that
Dexa was not able to change fructosamine serum levels levels. The treatment with GCs did
not interfere with the formation of AGEs. In addition, it was observed that treatment with
Dexa increases the expression of RAGE and Gal-3, and treatment with AG restores the
expression of these receptors to basal levels. The treatment with GCs also lead to muscle
atrophy and a decrease in body weight and in the number of lymphocytes, however those
parameters were not affected by AG treatment. Finally, it was shown that when administered
selective inhibitors of RAGE (FPS-ZM1) and Gal-3 (GSC-100) in animals treated with Dexa,
the number of MC in the peritoneal cavity and mesenteric tissue was restored. Thus, we
conclude that the mechanism by which GC reduces the number and MC reactivity is
associated with the increase of AGEs receptor expression, suggesting that the mechanism by
which glucocorticoids exert their anti-inflammatory effect is different from the mechanism of
generation of systemic and metabolic effects, which do not involve the participation of
receptors of AGEs.
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1 INTRODUCAO

1.1 Glicocorticoide

1.1.1 Histérico

Glicocorticoides s&o hormonios esteroides com acdo anti-inflamatoria
produzidos pela glandula adrenal. E possivel achar referéncias a existéncia dessa
glandula desde os tempos biblicos. Exemplo disso € a descricdo na Biblia dos
irmaos gémeos monozigoticos Esau e Jacd que possuiam caracteristicas diferentes,
sendo um excepcionalmente forte e hipertricose capilar, possiveis sintomas de
hiperplasia congénita da adrenal, enquanto o outro tinha caracteristicas normais. No
livro “Search the Scriptures”, o professor Robert Benjamin Greenblatt discute que os
hebreus tinham o conhecimento da glandula adrenal e seus disturbios
(GREENBLATT RB, 1977). Ja na antiga Grécia, o fisico Claidius Galenus (130 - 201
dC) descreveu o 6rgdo com maiores detalhes, e seus estudos foram base para a
medicina europeia por centenas de anos. Dé&-se crédito do descobrimento e
descricdo da glandula adrenal € dado ao professor e anatomista Bartholemeus
Eustachius (1520 — 1574) que analisou diversos parametros anatdomicos da glandula
em placas de cobre, porém, seus trabalhos sé foram publicados nove anos apds sua
morte, em 1783 por Giovanni Lancisi, seu sucessor.

Desde entdo diversos anatomistas, fisicos e médicos descreveram estruturas
e possiveis funcdes da adrenal, mas somente em 1805, Baron George Cuvier (1769-
1832) publicou as diferencas estruturas da medula e do cortex da adrenal
(WELBOURN, 1990). Apesar de, na época, ja se saber que o 6rgdo produzia um
“suco” heterogéneo, somente em 1852 o suico Rudolf Albert von Kolliker (1817-
1905) descreveu gue as substancias excretadas pelas diferentes regides da adrenal
eram fisiologica e funcionalmente distintas. Charles-Edouard Brown-Séquard (1817
— 1894) descobriu que ao retirar ambas as adrenais de um animal, esse morria em
poucas horas, porém, se fosse retirada apenas uma das adrenais, esse sobrevivia
por mais tempo, apesar de também vir a 6bito. Com esse experimento ele concluiu
que as “substancias excretadas” eram essenciais ao animal. O termo hormdnio (do

grego hormao, que significa substancia que inicia, urge e estimula), associado ao
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excretado, sO foi sugerido por Sir William Bate Hardy de Cambridge em 1905
(adrenaltumors.org).

Em 1929, Edward C Hench observou que pacientes com problemas
reumaticos tinham seus sintomas aliviados durante a gestacdo ou apOs cirurgias.
Dessa forma ele pode inferir que alguma substancia antirreumética era liberada
nessas condicdes. No ano seguinte, Philip S Kendall isolou seis substancias
associadas a glandula adrenal de bovinos e as identificou com as letras A a F e nao
tardou a identificar atividades fisiolégicas dos compostos A (11-dehidro-
corticosterona) e E (cortisona).

Em experimento com modelo de doenca de Addison (doenca na qual o
paciente tem suas adrenais pouco funcionais, produzindo quantidades de hormdnio
inferiores as necessarias) foi observado uma divergéncia dos resultados obtidos em
modelo animal dos resultados obtidos em pacientes tratados com o Composto A.
Por isso, as atencdes foram voltadas entdo para o composto E (HENCH PS, 1999).

Durante a Segunda Guerra Mundial acredita-se que 0s alemaes usaram
corticosteroides para que pilotos voassem em altas altitudes sem sofrerem hipoéxia.
Ja em 1942, Lewis Sarett, quimico da companhia Merck, apds trabalhar por 3 meses
no laboratério de Kandall voltou para a empresa focado em desenvolver o Composto
E sintético, uma vez que o rendimento da extracdo do composto a partir da glandula
era muito baixo (nho maximo 500 mg de cortisona por cada 35,4 kg de adrenal).
Esses resultados promoveram a publicacdo o artigo de Sarret com os 37 passos
para a sintese de 21-monoacetato de 4-pregnene-17(b),21-diol-3,11,20-triona
(acetato de cortisona) a partir de acido desoxicolico (um &cido biliar), publicado em
1946 (SARETT LH, 1946). A substancia apresentou excelentes resultados em trinta
diferentes pacientes na Clinica Mayo em estudo feito em 1948 e no ano seguinte.
Hench resolveu dar ao Composto E o nome genérico de cortisona (a partir de
corticosterona) para ndo haver confusdo com a vitamina E (SAENGER AK, 2010).

Em 1948, o entdo denominado composto E foi injetado em uma mulher de 29
anos que sofria de severas dores reumaticas e ap6s apenas dois dias a paciente
teve alta. Dois anos ap0s esse episédio Kendall e Hanch dividiram o Prémio Nobel
de Fisiologia e medicina com Tadeu Reichstein, que isolou independentemente
horménios do cortex da adrenal (SAENGER AK, 2010).
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1.1.2 Mecanismos de acao

Os (glicocorticoides (GCs) sdo importantes reguladores de processos
inflamatdrios, proliferacéo celular e crescimento (BEATO M e KLUG J, 2000). Sao
produzidos diariamente pelo coértex das glandulas adrenais em concentracfes
diferentes ao longo do dia. Em caso de uma injaria ao organismo, incluindo
inflamacéo, dor, infeccdo ou estresse mental, ha a ativagdo do eixo hipotadlamo-
hipofise-adrenal (antigo eixo hipofise pituitaria adrenal ou HPA). Esse estimulo
causa a excitacdo do hipotalamo, que responde através da liberacdo de Hormdnio
Liberador de Corticotrofina (do inglés “corticotrofine release hormone” ou CRH).
CRH, em seguida, age sobre a hipdéfise anterior para induzir a sintese e liberacédo de
horménio adrenocorticotrofico (do inglés “Adrenocorticotropic hormone” ou ACTH).
ACTH, por sua vez estimula o cortex adrenal a liberar GC na forma de cortisol, em
humanos ou corticosterona, em roedores (WITORSCH RJ, 2016).

Uma vez no sangue, o cortisol (ou a corticosterona) é transportado para 0s
orgaos alvo, onde provoca inumeros efeitos metabolicos, incluindo o aumento dos
niveis de glicose no sangue, a estimulacdo da gliconeogénese no figado, e a
mobilizac8o de amino&cidos e acidos graxos (DUSKOVA M et al, 2015).

Uma vez dentro da célula, os GCs exercem as suas fun¢bes ao ligarem-se a
seu receptor intracelular, o receptor de glicocorticoide (GR), que é um fator de
transcricdo pertencente a superfamilia de receptores nucleares e possui 777
aminoacidos (WHITFIELD GK, 1999). O GR reside predominantemente no
citoplasma no seu estado inativo e tem sua estabilidade promovida por um complexo
multimérico constituido por duas moléculas Hsp90 e outras como imunofilinas p59 e
calreticulina (VANDEVYVER S, DEJAGER L e LIBERT C, 2012). Ap6s o
acoplamento do agonista, o complexo multimério se solta do GR e esse sofre
alteracdes conformacionais que o permite migrar para o nucleo, esse fenbmeno é
denominado “translocacéo nuclear induzida pelo ligante”. No nucleo, o GR é capaz
de regular positivamente varios genes, como IL-10, anexina-1 e ikB através da
ativacdo da transcricdo pela ligacdo direta de homodimeros de GR a regides
promotoras do DNA denominadas elementos de resposta a GR (GREs) (SCHMID W,
1989). Essa ligacdo exige interacdo entre um grupo de cinco aminoéacidos,
conhecidos como dimerizadores ou “D loop” localizado dentro do dominio de ligagéo
e é essencial para a ativagao transcricional (DAHLMAN WK et al, 1999).
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A ligacdo entre GR e seu agonista pode também promover uma modulacao
negativa de genes como o fator nuclear das células T ativadas (NFAT), fator de
transcricdo T box especifica de Thl (T-bet), GATA3, NF-kB e AP-1 (REILY MM,
2006). Estes dois ultimos, podem sofrer modulacdo negativa por interacao proteina-
proteina entre os mesmos e 0 GR (RAO NA et al 2011 e KARMAKAR S, JIN Y
e NAGAICH AK, 2013).

Além disso, os GCs reduzem o numero de células inflamatorias, incluindo
eosinofilos, linfocitos B e T, mastocitos e células dendriticas. Esse efeito da-se
através da supressdo na producdo de mediadores quimiotaticos e moléculas de
adesdo importantes para a migracdo das células inflamatorias. Acredita-se que 0s
GC modulam a populagdo dos mastdcitos, através da inibicdo da sobrevida das
mesmas, pela reducdo do conteudo de fatores de sobrevida celular e/ou pela
inducao direta de apoptose (FINOTTO S, MEKORI AY E METCALFE DD, 2005; VAN
LAETHEM F et al 2001 e NITTOH T et al, 1998).

1.1.3 Uso de glicocorticoides em clinica

Sendo os GC moléculas anti-inflamatérias, apds o desenvolvimento da
molécula sintética, seu uso na clinica se mostrou impar, insubstituivel. Em
concentracbes farmacoldgicas, GCs tém a capacidade de suprimir diversos
marcadores inflamatorios, o que faz dele um agente anti-inflamatério muito potente
(IRVIN C et al 2014). Assim, numerosas desordens autoimunes, inflamatorias e
alérgicas, tais como asma, artrite reumatoide, colite ulcerativa, e rinite alérgica, sao
muitas vezes tratadas com GC sintético (RHEN T, 2005), incluindo a dexametasona
(Dexa) e/ou prednisolona (Pred).

Apesar de sua excelente eficacia na terapéutica, o uso de GCs é
frequentemente restrito devido aos seus efeitos adversos, dentre eles, o diabetes, a
osteoporose, a hipertensao arterial e a atrofia muscular (MCDONOUGH AK, CURTIS
JR e SAAG KG, 2008). Além disso, os GCs podem aumentar a expressao de
hormonio de crescimento (do inglés “growth hormone” ou GH) na hipéfise (KIM E et
al, 2008), induzir resisténcia periférica a insulina (YUEN KC, CHONG LE e RIDDLE
MC 2013) e resisténcia a GC (SWIERCZEWSKA M et al, 2013), podem também
retardar o desenvolvimento sexual secundario durante a puberdade (WOMMACK
JC, SALINAS A e DELVILLE Y, 2005), inibir a reabsor¢édo de calcio nos tubulos
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renais e absorcdo de célcio no intestino (MANGOS GJ et al 2003) e aumentar a
glicemia.

Os GC, como s&o hormonios hiperglicemiantes, podem promover um
aumento de formacgéao de produtos finais da glicacdo avancada (do inglés “advanced
glication end-products” ou AGEs) (BEAUDRY JL et al 2013), como por exemplo a
pirralina e pentosidina que podem danificar as células através da modificagdo de
estruturas intracelulares, prejudicando a transcricdo génica, interagindo com
proteinas da matriz extracelular, afetando a sinalizacdo e modificando proteinas ou
lipideos sanguineos, prejudicando processos inflamatorios (BARBOSA J, OLIVEIRA
S e TOJAL-SEARA J, 2008). Além disso, o tratamento com GC pode aumentar a
expressao tanto de receptores de AGEs como o RAGE (DJERBI N et al, 2013) e a
galectina-3 (Gal-3) (MALDONADO CA et al, 2011),)

GCs sintéticos também tém a habilidade de mimetizar os GCs enddgenos, por
iSso sdo capazes de ativar a retroalimentacdo negativa, consequente da liberacao
de GC para a corrente sanguinea (SAKUMA | et al 2016) Dessa forma, pacientes
que recebem GC por longos periodos e interrompem abruptamente o seu uso
podem desenvolver um quadro denominado “pseudo-Cushins” (patologia
semelhante a doenca de Cushins, cujos pacientes apresentam disfuncdo no eixo
HPA), até o proprio organismo ter a capacidade de voltar a produzir o cortisol
(LINDHOLM J, 2014)

Contudo, muitos quadros infecciosos justificam o uso da molécula, como em
pacientes recém transplantados, sendo crucial para evitar a progressao das doencas
e rejeicdo de 6rgdos. A explicagcdo mais plausivel para esse efeito é a reducéo da
expressdo de moléculas de adesdo, como a molécula de adeséao intracelular (do
inglés “intracelular adhesion molecule” ou ICAM, que impedem a diapedese de
células da imunidade inata, além de reduzir o nimero de células como linfocitos B e
T e células residentes teciduais, incluindo células dendriticas e mastocitos
(FINOTTO S, MEKORI AY E METCALFE DD, 2005; VAN LAETHEM F et al 2001 e
NITTOH T et al, 1998).
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1.2 Mastocitos

1.2.1 Histérico

Os estudos com patologias envolvendo mastocitos foram iniciadas antes
mesmo dessas células serem caracterizadas. Foi em 1869, Charles Blakely teve a
ideia de fazer um teste cutdneo em si mesmo para avaliar se a febre que ele
costumava apresentar estava relacionada ao pélen.

Em 1882 entdo, Paul Ehrlich apresentou em sua tese de doutorado as
aplicacoes das coloracdes de tecidos humanos. Entre suas consideracdes ele
apontou uma célula alanina positiva, chamando-a de “mastzellen” (mast em aleméo
da a ideia de engorda, succao), pois acreditava que se tratava de uma célula com
propriedades nutricionais, visto que possuia muitos granulos. Ele ainda enfatizou a
diferentes substancias com propriedades metacromaticas dos granulos quando
corados com analina e foi o primeiro a publicar um desenho esquematico dessa
célula (Figura 1) (EHRLICH P, 1877). Ele recebeu um prémio Nobel em 1908 por
esse trabalho.

Figura 1. Desenho esquematico de mastocitos feito por Paul Ehrlich em 1877 demostrando a

estrutura e localizagdo dos entdo conhecidos como mastzellen.

Somente apos 33 anos da confirmacédo da hipotese de Charles Blakely,
Portiel e Richet introduziram o termo anafilaxia para descrever os sintomas
observados em cachorros que foram injetados previamente com extrato de
tentdculos de Physalia (celenterado comumente conhecido como caravela)
(PORTIER P e RICHET C, 1902). Richet estudou os efeitos toxicos da Physalia e
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recebeu um prémio Nobel em 1913 por esse e outros estudos envolvendo respostas
relacionadas ao mastocito.

Paralelamente a isso, Clement von Pirquet apresentou o termo alergia em
1906 apoOs observar uma reacdo a que chamou de anticorpo de interacdo com
patdgeno (pathogen-interacting antibody) em diversos pacientes apos administracao
de uma segunda dose de vacina ou soro de cavalo antitoxina de variola
(SILVERSTEIN AM, 2000). Essa reacdo sabe-se hoje, € um dos principais
mecanismos de sensibilizacdo e ativacdo para desgranulacdo de mastacitos.

Estudos desenvolvidos por Landsteiner, Ishizaka e Campbell permitiram
concluir que anticorpos polivalentes, mas ndo monovalentes, conseguiam iniciar
uma reacao alérgica, e que a agregacao de dois ou mais anticorpos em um Unico
complexo antigeno anticorpo era suficiente para iniciar uma reacao anafilatica
cutanea passiva (LANDSTEINER K, 1924 e ISHIZAKA K e CAMPBELL DH, 1959).
Foi somente em 1967 que Ishizaka, K e Ishizaka, T identificaram o anticorpo yE
(IgE), responsaveis por apenas 0,005% do total de imunoglobulinas do organismo
(ISHIZAKA K, ISHIZAKA T, 1967).

1.2.2 Maturacéo e caracteristicas morfoldgicas

Mastécitos sdo importantes células do sistema imune derivadas de células
pluripotentes hematopoiéticas e estado distribuidos pelo corpo, principalmente na
interface entre o individuo e o ambiente, incluindo o trato gastrointestinal, pele e
epitélio respiratério (GALLI SJ e TSAI M, 2010 E METCALFE DD e BOYCE JA 2006)
além de serem encontrados no sistema nervoso central, vasos e retina (DA SILVA
EZ, JAMUR MC e OLIVER C, 2014). Em roedores, 0s mastécitos estao presentes
nas cavidades peritoneal e toracica (JAMUR MC, 2005).

Apesar de ndo se saber muito sobre as etapas de diferenciacdo e maturacao
dos mastocitos, sabe-se que esses processos estdo relacionados com a
interleucina-4 (IL-4) e a ligacdo e ativacdo do receptor c-kit, presente nas
membranas dos mastocitos ao ligante Fator de Célula Tronco (do inglés “Stem Cell
Factor” ou SCF) presente no tecido onde a célula ir4 residir. A sobrevida e
diferenciacdo dos mastocitos em tecidos mucosos envolve a participacdo tanto de
SCF guanto de IL-3, enquanto que nos tecidos conjuntivos, esta envolvido apenas
ao SCF (VAN DER KLEIJ HP et al 2004).
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Para migrar para o tecido alvo, as células progenitoras de mastécitos
necessitam de que integrinas, moléculas de adesao, citocinas, quimiocinas e fatores
de crescimento tenham seus efeitos coordenados. Os progenitores de mastécitos
expressam integrinas a4p7 que se ligam as VCAM-1 do endotélio, permitindo a sua
saida da circulacdo. Essas células também expressam CXCR2, que promove sua
migracdo para o intestino delgado. JA& no caso dos pulmdes, ndo € comum
encontrarmos células progenitoras de mastocitos em condigbes normais, mas em
casos de inflamacdo do endotélio respiratério induzida por antigeno, essas células
sdo recrutadas pela interacdo de integrinas a4p7 e VCAM-1 do endotélio
acompanhada da ligacdo de CCR-2 e CCL-2. Além disso, quando mastocitos
maduros desgranulam, também sdo liberados fatores quimiotaticos para
progenitores de mastocitos (COLLINGTON SJ, WILLIAMS TJ e WELLER CL, 2011).
Apds migrarem, 0s mastocitos mantém sua sobrevida principalmente pela interacédo
de seus receptores c-kit com SCF presente no tecido alvo.

Os mastécitos em geral contém 50 a 200 granulos em seu citoplasma que
estocam mediadores inflamatorios como histamina, heparina, diversas citocinas,
sulfato de condroitina e proteases neurais, dependendo do seu fendtipo (DA SILVA
EZ, JAMUR MC e OLIVER C, 2014). Sao descritos dois fenétipos de mastécito em
roedores que sao facilmente diferenciados pelo corante Azul de Alcian/ Safranina: o
de tecido mucoso (“mucous mast cell” MCwu) que expressam sulfato de condroitina, o
que faz com que sejam coradas pelo Azul de Alcian e o de tecido conjuntivo
(“connective tissue mast cell” MCct) que expressam na sua maioria heparina, o que
faz com que a célula seja corada pela Safranina (WANG ZH, 2001). Os mastécitos
estdo envolvidos na regulacdo de diversos processos patolégicos, uma vez que
constituem uma das primeiras defesas do organismo contra antigenos por sua
localizag&o na pele e nas mucosas (BULFONE-PAUS S e BAHRI R 2015).

1.2.3 Mecanismos de desgranulacao

Os mastocitos possuem a capacidade de liberar uma variedade de
mediadores, quer sejam pré-formados e armazenados em granulos, tais como a
histamina e as proteases, ou sintetizados tais como eicosanoides, citocinas e
guimiocinas (MOON TC et al 2010 e GALLI SJ e TSAI M, 2010). O processo de

desgranulacdo pode advir de uma resposta a produtos microbianos através de
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receptores de reconhecimento de padrdes, que incluem os receptores do tipo Toll
(TLR) e do dominio de ligacdo de nucleotideos oligomerizados (NOD) (DAWICKI W
e MARSHALL JS, 2007). Muitos destes receptores podem atuar no receptor de alta
afinidade a IgE, FceRl, para aumentar substancialmente as respostas dos
mastécitos a antigenos ou alterar o padrédo de resposta de modo a induzir a

producao de citocinas e desgranulacdo (ANDRADE MV et al 2011).
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Figura 2: Imagem esquemética de sensibilizacéo e ativagdo de mastdcitos, no qual hd um primeiro
contato com alérgeno, permitindo a formagéo de IgEs especificas que se ligardo em receptores de
alta afinidade FceRI nos mastécitos. Em segundo contato com alérgeno ha a ligacdo desses com as

IgEs j& acopladas aos mastocitos que resultardo na desgranulacéo das células.

No caso de doengas associadas a ativagao do sistema imune adaptativo, por
exemplo, anafilaxias, urticarias, asma e helmintiases, ha inicialmente uma
apresentacdo de um agente externo, normalmente promovido por células dendriticas
ou macrofagos, a um linfécito B, que é ativado por linfécito Thz. Os linfocitos B
produzem altos niveis de IgE antigeno especifico. Essas IgEs se ligam a receptores
FceRI na membrana de mastdcitos, e esse processo é denominado sensibilizagéo.

Havendo um novo contato com o antigeno, as porc¢des dos peptideos especificos se
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ligam a IgEs presentes em FceRI culminando em uma ativacdo cruzada destes
receptores, resultando na desgranulacdo (GILFILLAN AM e BEAVEN MA, 2011).

Ao nivel molecular, a desgranulacdo ocorre inicialmente pela ativacdo de
Syk, uma proteina cinase que se auto fosforila apds ser recrutada para 0s
imunoreceptores de ativacdo baseado em tirosina (do inglés “Immunoreceptor
tyrosine-based activation motif” ou ITAMs). Syk fosforilada é capaz de fosforilar o
ativador de ligante de células T (LAT) e ativador de ligante de células ndo-T (NLAT).
LAT é capaz de fosforilar fosfolipase Cy que hidrolisa fosfatidilinositol-4,5-bifosfato
(PIP2) em inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). IP3 e DAG séao
mensageiros secundarios, sendo que IP3 é capaz de recrutar calcio do reticulo
endoplasmatico para o citosol (HITOMI T et al 2004), enquanto DAG ira ativar a
proteina cinase C (PKC) gque, juntamente com o calcio, promove a desgranulacao
dos mastocitos (GALLI SJ, 2010) e a translocacdo de NFkB ao nucleo da célula, o
que resulta na transcri¢do de citocinas como IL-6, TNFa e IL-13.

Paralelo a isso, a ativacdo de FceRI ativa Fyn, que é uma Src cinase. Fyn é
capaz de regular a desgranulacdo de mastdcitos por ativar PI3 cinase, que ativa Akt
e produz PIP3 (KALESNIKOFF J e GALLI SJ, 2008). Esses processos sao capazes
de ativar mTOR, que esta envolvido na quimiotaxia de mastécitos e na producéo de
citocinas (SIBILANO R, FROSSI B e PUCILLO CE, 2014). Apés desgranular, os
mastoécitos sintetizam os mediadores e produzem novos granulos (Figura 3)
(BRADDING P, 1999).
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Figura 3: Desenho esquemaético da desgranulacdo de mastécitos (Wernersson S e Pejler, 2014)

Como explicitado acima, mastocitos também possuem receptores do tipo
TRLs. No caso de um receptor desse tipo ser ativado, ocorre a translocacao de
NFkB para o nucleo, o que culmina na transcricdo de citocinas (BASU S e FENTON
MJ, 2004). Se, por exemplo TRL4 for ativado por LPS, ha producéo de citocina, sem
desgranulacdo, porém se TRL2 for ativada por peptideosglicano ocorre tanto a
producao de citocinas quanto desgranulacdo (SUPAJATURA V et al 2002).

Outros ativadores de desgranulacdo de mastocitos, como neuropeptideos
carregados positivamente (por exemplo, a substancia P e neuropeptideo Y), aminas
(por exemplo, compostos 48/80 e poliaminas naturais) ou complemento cationica
através de proteinas de ligagdo a GTP Trimétrica inespecifica (proteinas Gi) séo
capazes de levar a desgranulacdo através de um processo independente de FceRl,
mas dependente de outros receptores presentes na membrana. O fosfolipideo
inositol clivado por fosfatidilinositol 3-quinase ou fosfolipase C promove liberacao de
calcio ao meio intracelular, promovendo a desgranulacdo de mastécitos (FERRY X
et al 2002). Esse processo desempenha um papel importante na inflamagéo de
neurénios, leséo tecidual por peptideos de veneno ou de produtos farmacéuticos, e
doencgas que envolvem grande ativacdo da cascata do complemento no sangue

(MITSUHIRO U et al 2015)
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1.2.4 Participacao dos mastocitos em doencas

Ha muitos anos os mastécitos eram associados exclusivamente as doencas
alérgicas, contudo, nos ultimos anos as descobertas acerca de outras enfermidades
as quais essas ceélulas estdo relacionadas vém crescendo exponencialmente. Por
exemplo, os mastocitos estdo sendo investigados por estarem relacionados a dores
de cabeca e dores em geral, por participarem de processos dependentes de TNF
(GU Y et al 2015). Também existem pesquisas acerca da participacdo dos
mastocitos na progressao de canceres, por promover agiogénese, invasao tumoral e
supressdo imune (HODGES K et al 2012). Além disso, os mastécitos estdo
intimamente envolvidos em doencas inflamatorias pulmonares como asma, fibrose e
hipertensdo pulmonar por causar o remodelamento tecidual (VIRK H, ARTHUR G
e BRADDING P, 2016) e, mais recentemente, foi descoberto a relacdo entre essas
células e doencas autoimune como a esclerose multipla. Foi demostrado tal relacéo
pela expressdo aumentada de genes de mediadores quimicos e citocinas
inflamatérias (P. CONTI e D. KEMPURAJ, 2016).

A crescente evidencia da participacdo dos mastécitos em doencas requer
uma maior investigacdo para o controle da populacéo e atividade dessas células. O
tratamento mais comumente usado para alergias sdo o0s anti-histaminicos, que
simplesmente bloqueiam receptores de histamina no organismo, evitando assim 0s
efeitos de sua liberacdo. Outros farmacos menos usuais sdo a Omalizumab, que
reduz a IgE livre no sangue (YALCIN AD 2015), administracdo de antigeno em
doses crescentes a curto espaco de tempo, denominado dessensibilizacdo (SHALIT
M e LEVI-SCHAFFER F 1995) e administracdo de GCs tdpico ou oral.

O tratamento com GC no combate a alergias se mostra muito efetivo pois é
capaz de reduzir os efeitos a médio prazo, uma vez que essa classe de
medicamentos pode induzir apoptose de algumas células que estariam envolvidas
no processo alérgico, inclusive os mastécitos (VAN LAETHEM F et al 2001 e
NITTOH T et al, 1998)

Em nosso laboratério, observamos que o aumento nos niveis circulantes de
GCs em animais diabéticos desencadeia uma redugdo no numero tanto de
mastocitos conjuntivos, presentes nas cavidades pleural e peritoneal, ao induzir

apoptose dos mesmos (DIAZ BL, 1996); quanto de mastocitos mucosos, localizados
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no intestino, de forma dependente da reducéo nos niveis teciduais de IL-3 (fator de
sobrevida para mastacitos) e ndo SCF, (CARVALHO VF, 2009).

1.3 Produtos finais da Glicagcdo Avancada

1.3.1 Definicdo e mecanismos de formacao

Os produtos finais da glicacdo avancada, do inglés “advanced glycation end-
products” (AGEs) sdo moléculas formadas naturalmente no organismo. A glicagao
ndo-enziméatica envolve a reacdo de condensacao do grupo carbonila de aldeidos de
acucar com o grupo de amino livre da porcédo N-terminal de proteinas, resultando em
primeiro lugar, na rapida formacdo de uma base de Schiff, que é um produto
instavel. A ligacdo covalente do complexo proteina-acucar é formada através de
uma série de reac¢des quimicas conhecidas como reacdes de Maillard (SINGH R,
BARDEN A e MORI T. BEILIN, 2001).

Em seguida, ocorre um rearranjo para formacédo de produtos mais estaveis,
entdo denominados produtos de Amadori (SCHALKWIJK C e MIYATA T, 2012). A
glicose derivada do produto de Amadori reage com ele mesmo ou com aminas
primarias, tais como a e-amino-lisina e sofre outras reacfes para formar AGEs
(ANSARI N e DASH D, 2013). Estes podem inativar proteinas ou modificar suas
atividades bioldgicas, levando a complicacdes micro e macrovasculares da Diabetes
mellitus, por exemplo. Além disso, a formacdo dos AGEs nas proteinas da matriz
extracelular e na lipoproteina de baixa densidade com subsequente deposicdo de
células inflamatérias na parede do vaso pode contribuir para a resposta inflamatoria
e formacéo de placa de ateroma (ZAFAR H et al 2012). Devido ao papel potencial
dos AGEs em alumas doencas como diabetes e desenvolvimento de placa de
ateroma, pesquisa por farmacos que inibem a formacgéo destes produtos da glicacédo
ou de suas consequéncias biologicas é de particular interesse.

Ja foram descritos dois receptores do AGEs, o RAGE (MALMSTEDT J et al
2016) e a Galectina-3 (MENINI S et al 2016) que sao capazes de iniciar um sinal
intracelular e perturbar algumas funcdes intracelulares. Foi demostrado que a
ativacdo desses receptores € capaz de induzir apoptose de fibroblasto (LI DX et al
2014) e de células de Jurkat (XUE J et al 2013). Além desses, ja foram descritos

29


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schalkwijk%20CG%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miyata%20T%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ansari%20NA%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dash%20D%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Malmstedt%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26905625
http://www.hindawi.com/58364306/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xue%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24211831

outros receptores dos AGEs como AGE-R1 (oligassacaril transferase-48), AGE-R2
(fosfoproteina 80K-H) e receptor sequestrante de macrofago do tipo | e Il, porém néo
se tém evidéncias de transducgéo de sinal intracelular destes quando expostos aos
AGEs (STITT AW, BUCALA R e VLASSARA H, 1997).

1.3.2 Moléculas reguladoras e farmacos

Existem uma série de moléculas reguladoras dos AGEs e provavelmente a
mais investigada é a aminoguanidina (AG). Essa molécula é uma hidrazina capaz de
prevenir a formacdo dos AGEs pois reage com grande parte de compostos
precursores de glicagdo que ainda ndo estdo ligados as proteinas como 3-
deoxyglucosona (YAN SD et al 1994). Porém, a AG também é capaz de inibir 6xido
nitrico sintase (NO sintase), e como 0 Oxido nitrico € um componente muito
importante para diversos processos metabdlicos, a AG é vista como uma candidata
ruim para clinica como inibidor de AGE (WILKINSON-BERKA JL et al 2002). Apesar
de haverem outras moléculas capazes de inibir os AGEs como piridoxamina,

somente a AG foi usada no presente estudo por ser de mais facil acesso.

1.4 Justificativa

Acreditamos que a reducdo do numero de mastdcitos induzidos por GC esteja
relacionado ao sistema AGE e seus receptores, uma vez que ja se sabe que o
tratamento com GC pode aumentar a expressao tanto de RAGE (DJERBI N et al,
2013) quanto de Gal-3 (MALDONADO CA et al, 2011), e que a ativagdo de

receptores dos AGEs podem induzir apoptose de mastdcitos (LI DX et al 2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo verificar a participacdo dos produtos finais de

glicacdo ndo enzimatica (AGESs) na reducdo no numero e reatividades de mastocitos

induzida pelo tratamento prolongado com glicocorticoide.

2.2 Objetivos Especificos

Vi)

Avaliar o papel dos AGEs sobre o efeito dos glicocorticoides em reduzir
namero e reatividade de mastocitos;

Avaliar o papel dos AGEs sobre o efeito dos glicocorticoides em induzir
apoptose de mastdécitos;

Avaliar o papel dos AGEs sobre efeitos metabdlicos e de
imunossupressao dos GCs

Quantificar albumina glicada (frutosamina) e glicemia de animais
tratados com glicocorticoide;

Avaliar se os GCs podem regular a expressdo dos AGEs em
mastécitos

Avaliar o efeito de inibidores seletivos de RAGE e Gal-3 sobre a

mastocitopenia induzida por GCs
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar e camundongos swiss machos de peso entre
250 e 300 g e 18 e 20 g, respectivamente. Os animais foram obtidos do Centro de
Criacdo de Animais de Laboratério (CECAL) da Fundacdo Oswaldo Cruz. O
procedimento experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
de Laboratério (CEUA) da Fundacédo Oswaldo Cruz, licenca LW-23/11. Os animais
foram submetidos a ciclo de claro/escuro de 12 horas e tiveram livre acesso a agua

e racao.

3.2 Esquemade tratamento

Aos animais, foram administrados dexametasona ou prednisolona (0,1 mg/kg;
.C.) uma vez ao dia durante 21 dias. Em alguns animais, foram coadministrados a
partir do quarto dia das aplica¢cdes do glicocorticéide, aminoguanidina (AG) (50 ou
250 mg/kg, v.0.), L-NAME (30 mg/kg; v.0.), GSC-100 (1,0 mg/kg; v.0.) ou FPS-ZM1

(1 mg/kg; i.p.) uma vez ao dia, diariamente, como mostra a figura 4 abaixo.

S &é .
& ‘@M‘“ o

Figura 4: Esquema de tratamento dos animais durante os experimentos. Ratos machos Wistar ou
camundongos Swiss foram tratados com glicocorticoide por 21 dias e, alguns animais, a partir do
quarto dia foram tratados conjuntamente com as drogas acima descritas. * referente as drogas:
Aminoguanidina, L-NAME, GCS-100 e FPS-ZM1.
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3.3 Contagem de mastoécitos

3.3.1 Nas cavidades pleural e peritoneal

O espaco pleural de ratos ou no peritdnio de camundongos foi lavado com 3
ml de uma solucdo de HBSS heparinizado (20 Ul/ml). No caso dos camundongos o
lavado foi centrifugado a 150 g por 6 min. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi ressuspenso com 300 pl com a mesma solucédo de lavagem. Os
mastocitos foram contados em camara de Neubauer, apo6s diluicdo

com corante azul de toluidina (1:10).

3.3.2 No mesentério

ApoOs ser lavado o peritdbnio dos camundongos, foi feita uma retirada do
intestino delgado e depositado com as lamelas abertas em uma lamina limpa. As
lamelas foram fixadas com uma solucdo de paraformaldeido 4% e sacarose 4% por
uma hora e lavado com PBS. Apds secarem, os intestinos foram removidos e as
lamelas foram coradas com May Grunwald por 5 minutos, lavados com agua por 2
minutos e contra corado com corante de Giemsa diluido dez vezes por 15 minutos.
As laminas foram secas e analisadas em microscopio de luz. Para esta analise,
foram contados no minimo 6 campos/ lamela de mesentério, tendo sido contados 3
lamelas por animal, em objetiva de 200x. Foi analisada a area de cada campo com
auxilio do programa Image Pro-Plus 6,2 e os resultados foram expressos como

mastocitos/ nm?2.

3.4 Isolamento de mastocitos

Apo6s morte dos animais em camara de COg, o peritdnio dos ratos foi lavado
com 20 ml de HBSS sem calcio com heparina (20 Ul/ml). O lavado recolhido foi
centrifugado por 6 minutos a 150g a 4°C. O precipitado foi ressuspenso com 1 ml de
HBSS sem calcio com BSA (1 mg/ml). As células foram transferidas lentamente para
um gradiente continuo de Percoll. O gradiente foi centrifugado durante 25 minutos a
150g a 20°C. O anel formado foi retirado com pipeta Pasteur lentamente juntamente
com o sobrenadante, deixando apenas o precipitado. Esse foi ressuspenso com 20

ml de HBSS sem calcio com BSA para que o Percoll fosse lavado. Foi entdo
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centrifugado a 150g por 6 minutos com temperatura de 10°C e o precipitado foi

ressuspendido com 1ml de HBSS com célcio.

3.5 Ativagao de mastocitos in vitro

Apos isolados, os mastocitos foram plagueadas em placa de 48 pocos em
uma densidade de 10° células por pogo. Apds aderirem por 1h, os mastdcitos foram
sensibilizados com IgE anti-DNP (0,5 pg/ml) durante 1h. Em seguida, as células
foram estimuladas com DNP (0,5 pg/ml) durante 1 hora. Os controles foram
desafiados apenas com HBSS com célcio. Como estimulo n&o-imunoldgico,
mastocitos isolados foram estimulados com composto 48/80 (0,05 ug/ml) durante 1
hora in vitro. Para aferir a quantidade total de histamina foi feito um poco extra e
acrescentado HCI 0,8N. Essa quantidade que permite lisar totalmente as células.
Apods as estimulacdes, os sobrenadantes foram recolhidos e estocados a -20°C para

posterior quantificacdo de histamina.

3.6 Quantificacao de histamina

As amostras foram descongeladas e diluidas a 0,2 ml de amostra para 1,8 ml
de HCI 0,1 normal (N), em seguida foi acrescentado de 0,8 ml de NaOH a 0,8N em
cada amostra e, por fim, foi pipetado 0,2 ml substrato de OPT (o- ftaldialdeido). Apos
4 minutos de incubacdo, a reacao foi interrompida com 0,4 ml de HCI 3N e a
fluorescéncia emitida foi mensurada através da utilizacdo de um espectrofluorimetro
com excitacdo de 360 nm e emissdo a 450 nm. Para fins de obtencdo de uma
guantidade especifica da liberacdo de histamina, foi feito uma curva padrdo com as
concentracdes de 0, 5, 10, 30, 50, 75 e 100 pg/ml de histamina padrédo em HCIl a
0,1N.

3.7 Andlise macro e microscoépica de atrofia muscular

Apbés serem mortos em camara de CO2, foi retirado os musculos
gastrocnémio localizados nas panturrilhas dos animais. O musculo da pata esquerda
foi submergido em solucédo de formol 4% por 3 dias e entdo colocados em alcool
70%. As amostras passaram, entdo pelo processo de inclusdo e foram

parafinizados. Os blocos foram cortados em espessura de 4 um aproximadamente e
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corados com hematoxilina e eosina. As laminas foram analisadas quanto a area de
cada fibra muscular em microscépio de campo claro.

O mdusculo da pata direita foi retirado e pesado. Foi retirado também a tibia da
mesma pata e feita a medida. Foi analisado entdo o quociente do peso (g) do

musculo pelo tamanho (cm) da tibia.
3.8 Western blot

3.8.1 Géis

Foi usado o equipamento da BIORAD para a técnica. Apés devidamente
limpos, os vidros de 1,5 mm de espessura foram montados para polimerizacdo dos
géis. Inicialmente foram colocados os géis de separacdo de 12% (1,9 ml de
acrilamida 30%, 850 pl de Tris 1,5M, 350 pl de SDS 1%, 280 pl de glicerol, 1,94 ml
de agua MilliQ, 3 pl de persulfato 10% e 20 ul de TEMED para cada gel), apés 40
minutos para polimerizar, em temperatura ambiente, foi aplicado o gel de
empacotamento de 4,5% (375 pl de acrilamida 30%, 690 pl de Tris 500mM, 270 pl
de SDS 1%, 1,4 ml de agua MilliQ, 2,5 ul de persulfato 10% e 27 pl de TEMED para
cada gel) e acrescentado o pente para formacdo dos pocos. Os géis foram
armazenados em temperatura de 4 °C até serem utilizados, cobertos com plastico

filme.

3.8.2 Quantificacao de proteina e preparo das amostras

Apds os mastécitos serem isolados, eles foram centrifugados e retirado o
sobrenadante. Para cada N, foi necessario fazer um pool de 3 animais, por isso, as
células foram adicionadas em um Unico tubo e foi acrescentado 50 ul de solucédo de
lise. Ja as amostras com gastrocnemio retirados dos animais apds serem mortos em
camara de CO:2 foram acrescidos 300 pl de solucdo de lise em gelo e processadas
em homogeneizador (vortex) também em gelo.

Os produtos foram centrifugados a 1000 G por 10 minutos 4°C. Foram
recolhidos os sobrenadantes e foram retirados 5 pl para quantificacdo de proteina
em placa de 96 pogos com fundo reto. A esses, foram acrescentados 200 pl de

solugdo de BCA 1:49 de cobre 2+ (Cu?*): Acido bicinconinico. A placa foi entio
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encubada por 15 minutos a 60 °C em abrigo de luz e foi lido a 562 nm de
absorbancia em espectrofotdbmetro.

As amostras foram ent@o preparadas a 30 pg de proteina para cada 20 ul do
volume final, acrescentado 10 pl de tampdo amostra e acertado o volume com agua
MilliQ. Por fim, as amostras foram aquecidas a 95 °C por 5 minutos e armazenadas

a -20°C. As amostras nao utilizadas nessa etapa foram armazenadas em -80°C.

3.8.3 Corrida de eletroforese

Apoés devidamente limpas e montadas, foram acoplados os géis previamente
preparados nas cubas de eletroforese. Foram acrescentados 1000 ml de tamp&o
corrida devidamente preparado e s6 entdo foram retirados os pentes que moldaram
0S poc¢os. As amostras foram entdo descongeladas e submetidas a um spim para
gue fossem bem homogeneizadas. Foi aplicado 20 ul de amostra em cada poco e 5
pl de padréo de peso molecular para guiar devidamente a corrida. Foram ent&o
retiradas as bolhas da por¢cdo final dos géis com uma seringa curva. A tampa
contendo os eletrodos foi colocada com cuidado e foi programada uma corrida de 80
volts e 80 mA até as amostras alcancarem o gel de separacdo. A partir dai foi
modificada a programacgdo para 110 volts e 80 mA. O musculo retirado e o0s
mastocitos isolados forma lisados em tampao RIPA. As amostras foram preparadas
com tampao contendo azul de bromofenol e as amostras foram corridas em gel 12%
acrilamida. A transferéncia foi feita em membrana de nitrocelulose e essas foram
bloqueadas com albumina bovina (do inglés “bovine albumin” ou BSA) a 5% em
TBST. Os anticorpos primarios para RAGE e galectina-3 foram diluidos 1:500 e os
anticorpos actina e GAPDH foram diluidos 1:1000, todos em TBST. Todos 0s
anticorpos secundarios foram diluidos  1:10 000 em TBST. As membranas forma

reveladas no equipamento ODYSSEY®.

3.9 Quantificacao de frutosamina

Foi coletada uma amostra de sangue a partir da artéria aorta abdominal
imediatamente apds morte dos animais em camara de CO: utilizando-se uma
solugdo de salina heparinizada (400 Ul/ml). As amostras de sangue foram

centrifugadas (1000 g por 10 minutos) para separacdo do plasma. Os niveis
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plasmaticos de frutosamina foram avaliados através da técnica de

espectrofotometria (LABTEST Kit) seguindo as recomendacgdes do fabricante.

3.10 Medicéo de glicemia

Para andlise da glicemia, foi coletado 10 pl de sangue da cauda dos animais.
A medicédo foi realizada através de um glicosimetro (Johnson & Johnson), sendo a

concentracdo expressa em mg/dl de sangue.

3.11 TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling )

A partir do lavado peritoneal dos animais com HANKs sem célcio
heparinizado, foi feita uma centrifugacdo a 150 G por 6 minutos a 4°C. A amostra foi
ressuspensa com 10% do volume total recolhido do lavado. A partir desse, foi feita
uma gota espessa em lamina silanizada e delimitadas com caneta hidrofobica. Apés
uma hora, as células ja estavam aderidas e o excesso de meio foi retirado com
cuidado por aspiracdo. As células foram fixadas com paraformaldeido 4% por uma
hora e lavadas 3 vezes com PBS. A deteccéo de apoptose foi entdo feita com In Situ
Cell Death Detection Kit, POD da Roche, catalogo n° 11 684 817 910, seguindo as
recomendacdes do fabricante.

3.12 Silanizag&o de laminas

Laminas fervidas com extran 5% em agua destilada por 1 hora, foram limpas
com agua corrente por 20 minutos e limpas alcool e depois foram deixadas secar.
As laminas entdo foram embebidas em acetona por 3 minutos, depois em uma
solucédo de silane 4% em acetona e, por fim, mergulhado 3 vezes em acetona. Apés

esse processo, as laminas foram deixadas para secar em temperatura ambiente.

3.13 Anéalise de linfécitos circulantes

Para analisar o total de leucocitos foi homogeneizado 195 pl de Turk com 5 pl

de sangue puncionado da cauda dos animais e contado em camara de Neubauer.
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Para avaliar as diferentes populacfes de leucdcitos no sangue, foi feito um
esfregaco de sangue que foi corado com corante de May Grunwald por 5 minutos,
lavado com agua por 2 minutos e contra corado com corante de Giemsa diluido dez

vezes por 15 minutos. As laminas foram secas e analisadas em microscopio de luz.

3.14 Solucdes e drogas

3.14.1 Solucgdes

Azul de Toluidina
100 mg de Azul de Toluidina
500 ml de etanol
25 ml de formaldeido 30%
1 ml de &cido acético glacial
Agua destilada g.s.p. 100 ml

Bjerrum ou tampao transferéncia
5,8 g de Tris
2,93 g de glicina
150 ml de metanol
Agua MilliQ g.s.p. 1000 ml

Glicina &cida
15 g de glicina
1gde SDS
10 ml de Tween 20
Agua MilliQ g.s.p. 1000 ml (pH 2,2)

HBSS sem calcio heparinizado
Hanks sem célcio 490mg;
NaHCOs 1,75mg;
Heparina sédica 1000u;

50 ml 4gua destilada qg.s.p.
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HBSS sem calcio, com BSA
Hanks sem célcio 490mg;
NaHCO3 1,75mg;

BSA 50mg;
50 mL agua destilada g.s.p.

HBSS sem calcio 10x concentrado
Hanks sem célcio 4,9 g;
NaHCO3 17,5mg;

50 mL agua destilada g.s.p.

HBSS com calcio
Hanks com célcio 490mg;
NaHCO3 1,75mg;
50 mL agua destilada g.s.p.

OPT (abrigo de luz)
10 mg de OPT

10ml de metano

SDS 10%
50g de Dodecil sulfato de sodio (SDS)
Agua MilliQ g.s.p. 500 ml

Solucéo de bloqueio
5 mg de BSA (albumina bovina fragéo V)
100 ml de TBST

Solucéo de lise
98 pl de tampéo RIPA
1 pl de inibidor de protease halt phosphatase inhibitor coctail 100x da Thermo

1 ul de inibidor de fosfatase halt protease inhibitor coctail 100x da Thermo
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TBS (10 vezes)
80 g NaCl
2 g KClI
30 g Tris base
Agua MilliQ g.s.p. 1000 ml
Ajustar o pH 7,4

TBST
10 ml de TBS 10 vezes
500 pl de Tween 20
Agua MilliQ g.s.p. 1000 ml

Tampao corrida (10 vezes)

30,3 Tris
144 g Glicina
Agua MilliQ g.s.p. 1000 ml

Na hora que for usar:
100 ml de tampao corrida 10 vezes
10 ml de SDS 10%
Agua MilliQ g.s.p. 1000 ml

Tampao amostra (5 vezes)
2,5 ml Tris-HCI 0,5 M
1g de SDS
50 mg de azul de bromofenol
0,5 ml de B-mercaptoetanol
5 ml de glicerol
Agua MilliQ g.s.p. 10 ml

Tampao RIPA
625 mg de Tris
876,6 mg de NaCl
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37,22 mg de EDTA

Agua MilliQ g.s.p. 90 ml
Ajustar o pH para 7,4

1 g de Deoxicolato

100 mg de SDS

1 ml de triton X-100

Agua MilliQ g.s.p. 100 ml

Tampao Tris-HCI 1,5 mM
181,6 g de Tris
10 ml de HCI fumegante
Agua MilliQ g.s.p. 1000 ml
pH 8.8

Tampao Tris-HCL 500 mM
60 g de Tris
20 ml de HCI fumegante
Agua MilliQ g.s.p. 1000 ml
pH 6,8

3.14.2 Drogas e reagentes

Dos reagentes utilizados, dexametasona, prednisolona, aminoguanidina, L-
NAME, Hanks, NaHCO3, BSA, DNP, Composto 48/80, HCI, NaOH foram obtidos da
Sigma Aldrich (St. Louis, EUA). O Percoll foi obtido da GE Healthcare Bio-Sciences
(Pittsburgh, EUA), a IgE anti DNP foi comprada da Santa Cruz Biotechnology
(Califérnia, EUA), a histamina padréo foi obtida da Roche (S&o Paulo, Brasil). A Fita
do glicosimetro € da Johnson & Johnson, o kit da frutosamina foi comprado do
LABTEST Kit (Lagoa Santa, MG, Brasil). A Toluidina € da MERCK certistain. Os
anticorpos anti-RAGE, anti-Galectina-3 e Anti-BAx sdo da Santa Cruz Biotechnology
sob cddigos sc-8230, sc-20157 e sc-493 respectivamente. Os anticorpos
secundarios séo da LI-COR. A Acrilamida e o TEMED séo da BIORAD. O SDS é da
Sigma-Aldrich. O kit do TUNEL foi adquirido da ROCHE (In Situ Cell Death Detection
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Kit, POD) catdlogo n° 11 684 817 910. Inibidor de protease e fostaftase séo da
Thermo Science sob nome de “protease halt phosphatase inhibitor coctail 100x” e

“halt protease inhibitor coctail 100x”, respectivamente

3.15 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.)
e analisados estatisticamente através de analise de variancia (ANOVA), seguida de
teste de comparacao multipla de Student Newman-Keuls. Para todos os testes, 0s

valores de p< 0,05 foram considerados significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacdo do efeito do tratamento com AG sobre a reducédo do numero e
reatividade e aumento da taxa de apoptose de mastocitos induzidos por
GC

No experimento que avalia o numero de mastécitos contados da cavidade
pleural, observamos a mastocitopenia nos ratos tratados com Dexa (Figura 5 A) e
com Pred (Figura 5 B) comparado com o controle. Esse numero é reestabelecido
com o tratamento conjunto com AG (250 mg/kg, v.0.) O tratamento apenas com AG

ndo é capaz de alterar o numero de mastocitos contados.
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Figura 5: Efeito do tratamento com AG sobre a mastocitopenia pleural induzida por Dexa ou Pred. Os
animais foram tratados uma vez ao dia, durante 21 dias com Dexa (A) ou Pred (B) (0,1 mg/kg, s.c.). O
tratamento com AG (250 mg/kg, v.0.) foi realizado uma vez ao dia, iniciando-se no quarto dia de
tratamento com o GC. Os dados foram expressos como média + EPM. As barras representam um
grupo experimental de 5 animais. + p < 0,05 em rela¢éo ao grupo controle. # p < 0,05 em rela¢éo ao

grupo GC.
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Como a AG também possui efeito de inibicdo de NO sintase, foi feito outro
tratamento, porém usando a dose de inibicdo de NO sintase que nédo atua em AGEs.
Foi utilizado também inibidor de NO sintase classico, o L-NAME. Nesses
tratamentos, a Dexa foi capaz de induzir reducdo de numero de mastocitos, porém
nem a AG nessa dose nem o L-NAME foram capazes de alterar o quadro de
mastocitopenia induzido pela Dexa. Nem L-NAME nem AG em qualquer uma das
doses individualmente foram capazes de alterar 0 numero de mastécitos na

cavidade pleural (Figura 6).
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Figura 6: Efeito do tratamento com AG ou L-NAME sobre a mastocitopenia pleural induzida por Dexa.
Os animais foram tratados uma vez ao dia, durante 21 dias com Dexa (0,1 mg/kg, s.c.). O tratamento
com AG (50 mg/kg, v.0.) (A) ou L-NAME (30mg/kg, v.0.) (B) foi realizado uma vez ao dia, iniciando-se
no quarto dia de tratamento com o GC. Os dados foram expressos como média + EPM. As barras

representam um grupo experimental de 5 animais. + p < 0,05 em relag&o ao grupo controle.
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Quando avaliada a reatividade dos mastécitos isolados de ratos (Figura 7),
observamos um aumento da taxa de liberacdo de histamina dos mastécitos
estimulados tanto com antigeno (Figura 7 A e C) quanto com o composto 48/80 (B e
D). Além disso, comparando os grupos estimulados, observamos uma reducéao da
reatividade das células provenientes de ratos tanto tratados com Dexa (Figura 7 A e
B) quanto com Pred (Figura 7 C e D). Essa reatividade foi reestabelecida nos
mastdcitos tratados conjuntamente com AG. AG sozinha ndo foi capaz de interferir

na estimulacdo de mastocitos.
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Figura 7: Efeito do tratamento com AG sobre a hipo-reatividade de mastécitos induzida por Dexa (A e
B) ou Pred (C e D) frente a estimulacdo imunoldgica ou nao-imunoldgica in vitro. Os animais foram
tratados uma vez ao dia durante 21 dias com Dexa (A e B) ou Pred (C e D) (0,1 mg/kg, s.c.). O
tratamento com AG (250 mg/kg, v.0.) foi realizado uma vez ao dia, iniciando-se no quarto dia de
tratamento com os GCs. A e C forma estimulados com IgE anti DNP + DNP-BSA enquanto B e D
foram estimulados com o composto 48/80. Os dados foram expressos como média + EPM. As barras
representam um grupo experimental de 5 animais. & p < 0,05 em relagdo ao grupo controle néo-
estimulado. + p < 0,05 em relagdo ao grupo controle estimulado in vitro. # p < 0,05 em relacdo ao
grupo tratado com GC e estimulado in vitro.
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Com o intuito de avaliar se a redu¢do do numero de mastdcitos induzido pelos

GCs dava-se pela inducdo de apoptose e, o papel dos AGEs nesse processo, foi

feito uma gota espessa de lavado peritoneal de ratos. Nesse ensaio pudemos

observar um aumento na porcentagem de mastocitos positivos para TUNEL e a

reversao desse efeito pelo tratamento com AG (Figura 8)
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Figura 8: Avaliacdo da taxa de apoptose de mastdcitos recolhidos de uma gota espessa de lavado

peritoneal de ratos. Em A observa-se a imagem representativa de TUNEL do grupo controle. B

representa o grupo tratado com AG, o grupo C representa o grupo tratado apenas com Dexa e D

representa o grupo tratado com Dexa e AG conjuntamente. O tratamento consistiu em injecdesde

Dexa (0,1 mg/kg, sc.) por 21 dias e a partir do quarto dia de tratamento os animais foram tratados

com AG (250mg/kg, v.0.). E expressa a quantificacdo de mastécitos toluidina e TUNEL positivos. As

setas pretas indicam toluidina positiva e a seta vermelha indica TUNEL positivo. Os dados foram

expressos como média = EPM. + p < 0,05 em relagdo ao grupo controle e * p < 0,05 em ralagdo ao

grupo Dexa.
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4.2 Avaliagdo do efeito do tratamento com AG sobre os parametros

metabdlicos e imunossupressor induzidos por GC

Foi analisado o papel dos AGEs sobre os efeitos metabdlicos observados no
tratamento prolongado com GC (Figura 9). Foi observado a Dexa foi capaz de
reduzir o peso dos animais apos 21 dias de tratamento (Figura 9 A) induzir atrofia do
musculo gastrocnémico tanto macro (Figura 9 B) quanto microscopicamente (Figura
9 C e D). Contudo, o tratamento com AG néo foi capaz de reverter essas alteracdes
induzidas pela Dexa.
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Figura 9: Papel do tratamento com AG sobre os efeitos metabdlicos induzido por Dexa. Os animais
foram tratados uma vez ao dia durante 21 dias com Dexa (0,1 mg/kg, s.c.). O tratamento com AG
(250 mg/kg, v.o.) foi realizado uma vez ao dia, iniciando-se no quarto dia de tratamento com o GC.

Em A foi mostrado o peso dos animais 24 horas apos o ultimo tratamento. B expressa a razéo entre o
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peso do musculo gastrocnémio pela tibia. C expressa a quantificacdo da area das fibras musculares
dos animas e em D é demostrado as imagens representativas de C. Os dados foram expressos como
média = EPM. + p < 0,05 em relacdo ao grupo controle. A barra indicativa em cada imagem em D
representa 50um.

Foram entdo avaliados os efeitos dos AGEs sobre a populagéo de leucécitos
totais e sobre as populacdes de linfocitos, neutrofilos e mondécitos a partir de um
esfregaco de sangue (Figura 10). Observou-se que o tratamento com Dexa era
capaz de reduzir a populacdo de leucécitos totais (Figura 10 A), refletindo
igualmente na populacdo de linfécitos (Figura 10 B), contudo as populagbes de
neutrofilos (Figura 10 C) e de mondcitos (Figura 10 D) ndo sofreram alteracdo. Com
o tratamento conjunto com a AG ambas as populacdes apresentaram alteradas com

0 uma tendéncia a reestabelecer suas taxas basais, porém ndo atingiu significancia

estatistica.
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Figura 10: Efeito do tratamento com AG sobre a leucopenia induzida por Dexa. Os animais foram
tratados uma vez ao dia, durante 21 dias com Dexa (0,1 mg/kg, s.c.). O tratamento com AG (250
mg/kg, v.0.) foi realizado uma vez ao dia, iniciando-se no quarto dia de tratamento com o GC. A
representa o total de leucdcitos obtidos a partir de puncdo da cauda dos animais. A partir de um

esfregaco foi possivel quantificar o namero de linfécitos (B), neutréfilos (C) e monécitos (D). Os dados
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foram expressos como média + EPM. As barras representam um grupo experimental de 5 animais. +
p < 0,05 em relag&o ao grupo controle.

4.3 Avaliagdo do efeito do tratamento com GC sobre os niveis plasmaticos de
frutosamina e glicose

Para avaliar o efeito dos GCs nos niveis dos AGEs, foi gquantificado
frutosamina a partir do plasma de ratos, como mostra a figura 11. Observamos que
tanto a Dexa (Figura 11 A) quanto a Pred (Figura 11 B) n&do foram capazes de
modificar significativamente os niveis de frutosamina (Figura 11 A e B). Além disso,

o tratamento com a Dexa (Figura 11 C) e Pred (Figura 11 D) também né&o alteraram

0s niveis de glicemia nos animais.
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Figura 11: Efeito do tratamento com Dexa (A e C) ou Pred (B e D) sobre a frutosamina (A e B) e
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glicemia (C e D) de ratos Wistar. Os animais foram tratados uma vez ao dia durante 21 dias com
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Dexa (A e C) ou Pred (B e D) (0,1 mg/kg, s.c.). Pode-se observar a quantificacdo de frutosamina em
animais tratados com Dexa (A) e Pred (B) e os niveis de glicemia nos animais tratados com Dexa (C)

e Pred (D). Os dados foram expressos como média + EPM. As barras representam um grupo

experimental de 5 animais.

4.4 Avaliagdo do efeito do tratamento com GC sobre a expressdo de

receptores dos AGEs nos mastocitos e na musculatura esquelética

A expressao de receptores de AGEs, RAGE e Galectina-3, foi quantificada
através da técnica Western blot com ou sem tratamento com GC (Figura 12).
Observou-se que os animais tratados com Dexa expressaram mais RAGE (A e B) e
Galectina-3 (A e C) nos mastdocitos, o0 que nao foi observado nos mastécitos
provenientes de animais tratados conjuntamente com AG. O tratamento apenas com

AG ndo alterou a expressao desses receptores (Figura 12).
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Figura 12: Efeito do tratamento com AG sobre a o aumento de expressdo de RAGE (A e B) e
Galectina-3 (A e C) induzido por Dexa em mastdcitos. Os animais foram tratados uma vez ao dia
durante 21 dias com Dexa (0,1 mg/kg, s.c.). O tratamento com AG (250 mg/kg, v.0.) foi realizado uma

vez ao dia, iniciando-se no quarto dia de tratamento com o GC Cada banda representa pool de 3
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animais e o resultado apresentado € um representativo de dois experimentos distintos com 3 pools
cada. Os dados foram expressos como média + EPM. + p < 0,05 em relagdo ao grupo controle e # p

< 0,05 em ralagéo ao grupo Dexa.

No mesmo sentido fomos avaliar se o tratamento com Dexa era capaz de
alterar a expresséao de receptores dos AGEs na musculatura esquelética (Figura 13).
Foi observado que ndo houve alteracdo na expressdo dos receptores frente ao

tratamento com GC (figura 13).
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Figura 13: Efeito do tratamento com Dexa sobre a expressédo de RAGE (A e B) e Galectina-3 (A e C)
no musculo gastrocnémio. Os animais foram tratados uma vez ao dia durante 21 dias com Dexa (0,1
mg/kg, s.c.) e com AG (250 mg/kg, v.0.) a partir do quarto dia de tratamento com a Dexa. As bandas
(A) séo representativas de dois experimentos distintos da expressdo de RAGE (A e B) ou Galectina-3

(A e C).. Os dados foram expressos como média + EPM.
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4.5 Avaliagdo do efeito do tratamento com inibidores de receptores do AGEs
sobre a reducdo de numero de mastdcitos da cavidade peritoneal e

mesentério

Com o intuito de avaliar se o efeito do GC estéa relacionado com os receptores
dos AGEs, foi feita a avaliagdo do nUmero de mastécitos na cavidade peritoneal de
camundongos machos Swiss tratados com Dexa conjuntamente com inibidores
seletivos de Galectina-3 (GSC-100) ou RAGE (FPS-ZM1). Foi possivel observar a ja
a reducao do numero de mastoécitos provenientes da cavidade peritoneal de animais
tratados com Dexa e que o tratamento com FPS-ZM1 ou GSC-100 foi capaz de
reestabelecer o numero de mastocitos (Figura 14). Esses mesmos resultados foram
observados nos mastdcitos contados do mesentério dos mesmos camundongos
(Figura 15).
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Figura 14:. Efeito do tratamento com GSC-100 ou FPS-ZM1 sobre a mastocitopenia peritoneal
induzida por Dexa. Os camundongos foram tratados uma vez ao dia, durante 21 dias com Dexa (0,1
mg/kg, s.c.). Os tratamentos com GSC-100 (1mg/kg, v.0) ou FPS-ZM1 (1mg/kg em DMSO 0,05%,
i.p.) foram realizados uma vez ao dia, iniciando-se no quarto dia de tratamento com o GC. Os dados
foram expressos como média + EPM. As barras representam um grupo experimental de 5 animais. +

p < 0,05 em relag&o ao grupo controle. # p < 0,05 em relacdo ao grupo GC.
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Figura 15: Efeito do tratamento com GSC-100 ou FPS-ZM1 sobre a redugédo de mastdcitos
em mesentério de camundongo induzida por Dexa. Os animais foram tratados uma vez ao dia,
durante 21 dias com Dexa (0,1 mg/kg, s.c.). Os tratamentos com GSC-100 (1mg/kg, v.0) ou FPS-ZM1
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(Img/kg em DMSO 0,05%, i.p.) foram realizados uma vez ao dia, iniciando-se no quarto dia de
tratamento com o GC. Os dados foram expressos como média + EPM. As barras representam um
grupo experimental de 5 animais. + p < 0,05 em rela¢@o ao grupo controle. # p < 0,05 em relacéo ao
grupo GC.

Com o objetivo de avaliar o efeito da inibicdo de receptores dos AGEs sob os
efeitos imunossupressores dos GCs, foi feito um esfregaco de sangue e foram
avaliadas as populacbes de leucécitos totais e as subpopulacdes de linfécitos,
neutréfilos e mondcitos (Figura 16). Foi possivel observar a redu¢cdo do numero
absoluto de leucdcitos (Figura 16 A) e de linfécitos (Figura 16 B), porém nao foi visto
uma reducdo na populacdo de neutrofilos. Nao foram observados mondcitos em
nenhum dos esfregacos. Nesse estudo nem o inibidor de Galectina-3 (GSC-100)
nem o inibidor de RAGE (FPS-ZM1) foram capazes de reverter a reducédo de numero

absoluto dessas células.
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Figura 16: Efeito da inibicdo de receptores dos AGEs sobre a leucopenia induzida por Dexa. Os
camundongos foram tratados uma vez ao dia, durante 21 dias com Dexa (0,1 mg/kg, s.c.). O
tratamento com GSC-100 (1 mg/kg, v.0.) ou com FPS-ZM1 (1 mg/kg em DMSO 0,05%, i.p) foi
iniciando no quarto dia de tratamento com o GC. Os dados foram expressos como média + EPM. As

barras representam um grupo experimental de 5 animais. + p < 0,05 em relag&o ao grupo controle.

Os camundongos foram entdo avaliados quanto ao peso final em que
chegaram apds o tratamento com a Dexa por 21 dias (Figura 17). Foi observado
uma reducédo do peso dos animais tratados com o GC quando comparados aos
animais controle, contudo, os animais tratados com os inibidores de receptores dos

AGEs GSC-100 e FPS-ZM1 néo foram capazes de reverter esse efeito.
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Figura 17: Papel do tratamento com inibidores de receptores dos AGEs sobre a reducdo de peso
induzido por Dexa. Os camundongos foram tratados uma vez ao dia durante 21 dias com Dexa (0,1
mg/kg, s.c.). A partir do quarto dia de tratamento, alguns animais foram tratados com inibidor de
galectina-3, GSC-100 (1 mg/kg, v.0.) ou com inibidor de RAGE, FPS-ZM1 (1 mg/kg em DMSO 0,05%,

i.p). Os dados foram expressos como média + EPM. + p < 0,05 em relacdo ao grupo controle.

56



5 DISCUSSAO

Em nosso estudo, o tratamento com GCs por 21 dias proporcionou uma ja
reducdo do numero de mastocitos, conforme ja descrito anteriormente (GABOURY
JP, NIU XF e KUBES P, 2010). O tratamento dos animais com inibidor de AGE, a
AG (250 mg/kg), concomitantemente tanto com Dexa quanto com Pred foi capaz de
restaurar o numero de mastocitos a valores observados em animais controles. Uma
possivel explicacdo para esse resultado seria a acédo hiperglicémica do GC
(BEAUDRY JL et al, 2013), o que causaria um aumento na formagédo dos AGEs, e
com isso, haveria um aumento na taxa de apoptose dos mastocitos, pois foi descrito
gue os AGEs sao capazes de induzir esse tipo de morte celular (MIN C et al 1999).
O tratamento com AG em animais ndo tratados com GC n&o alterou o numero de
mastoécitos pleurais comparado ao grupo controle, o que descartaria a possibilidade
de a AG estar aumentando de alguma forma a sobrevida de mastdcitos.

A AG além de inibir a formacdo dos AGEs também é capaz de inibir a
atividade da NO sintase. Com o intuito de avaliar se o efeito da AG sobre a reducéo
no numero de mastacitos induzida por GCs é dependente da inibicdo de NO sintase,
foi realizado o tratamento dos animais com AG na dose de 50 mg/kg, que € uma
dose capaz de inibir a atividade de NO sintase, mas ndo € capaz de fazer
“scavenger” dos AGEs. Foi utilizado também o composto L-NAME, um classico
inibidor ndo seletivo de NO sintase, na dose de 30 mg/kg em um grupo paralelo de
ratos. Os resultados mostraram que os tratamentos com os inibidores de NO sintase
nao foram capazes de reestabelecer a populacdo de mastdcitos. Esse resultado nos
leva a considerar que o efeito de inibicdo dos AGEs é essencial para a atividade
protetora da AG sobre a mastocitopenia observada em animais tratados com GC,
motivo pelo qual doravante foi usada a AG apenas na dose de 250 mg/kg.
Fenbmeno semelhante foi observado em nosso grupo anteriormente, no qual
animais diabéticos apresentam uma redugcdo de numero de mastocitos pleurais
dependente do aumento dos niveis circulantes de GCs (DIAZ BL et al 1996). E que
esta mastocitopenia também era revertida pela aminoguanidina em doses capazes
de inibir a geracdo dos AGEs, sem, no entanto, ser restaurada quando os animais
foram tratados com L-NAME (CARVALHO et al 2009).
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Com o intuito de analisar se a reducdo da reatividade de mastécitos induzidos
pelo tratamento com GC estava relacionada com os AGES, foram isolados
mastécitos a partir de um lavado da cavidade peritoneal e avaliadas suas
capacidades de degranular frente a estimulos. Essas células se mostraram mais
responsivas, ou seja, liberaram mais histamina quando estimuladas tanto por via
imunoldgica, através de reagcdo antigeno-anticorpo (IgE anti-DNP + DNP/BSA)
guanto por via nao-imunolégica (composto 48/80) in vitro quando comparadas com
as células incubadas com meio. Esses dados estdo em consonancia com resultados
prévios da literatura que mostram que a ativacdo cruzada de receptores de alta
afinidade para IgE culmina em uma imediata liberagdo da histamina presente nos
granulos dos mastocitos (MIRZAHOSSEINI A, DALMADI B e CSUTORA P, 2013).
Além disso, € conhecido que o composto 48/80 € um agente degranulador de
mastoécitos classico no qual ndo ha participacédo de resposta imune (SCHEMANN M
et al, 2012).

Mastdcitos isolados de animais tratados com Dexa ou Pred mostraram-se
hiporreativos, ou seja, liberaram menos histamina frente a estimulagdo imunologica
ou nao-imunoldgica in vitro em comparacdo com mastécitos provenientes de animais
controle. Esse fenbmeno de inducdo de hiporeatividade mastocitaria induzida pelos
GCs, além da capacidade de reduzir o nUmero de mastécitos, pode ser explicado
pelo fato de os GCs serem capazes de induzir apoptose de mastécitos (KOWLURU
RA, 2005) o que inicialmente poderia torna-los hiporreativos por estarem pouco
funcionais. O tratamento dos animais apenas com AG nao foi capaz de alterar a
reatividade dos mastécitos. Mastécitos provenientes de animais tratados com Dexa
ou Pred conjuntamente com AG apresentaram sua reatividade restaurada frente a
estimulacdo imunoldgica e ndo-imunoldgica in vitro, em comparacdo com mastocitos
provenientes de animais tratados apenas com Dexa ou Pred estimulados nas
mesmas condi¢cdes. Esses dados sugerem que a mastocitopenia induzida pelo
tratamento com GCs parece envolver, de alguma forma, os AGEs. Nesse caso foram
utilizados tanto Dexa quanto Pred como GC para verificar se os efeitos observados
eram exclusivos da Dexa, porém, como as respostas foram semelhantes, essa
hipotese foi descartada. Com isso, doravante foi utilizado apenas a Dexa como GC

de referéncia.
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Com o objetivo de avaliar se a reducdo do numero de mastécitos induzido
pelo tratamento com GC estava ocorrendo por apoptose das células, foi feito um
ensaio com TUNEL em uma gota espessa de lavado peritoneal. Os mastécitos se
encontravam em maior porcentagem positivos para tanel no grupo tratado apenas
com o GC, o que ja foi descrito pela literatura (KOWLURU RA, 2005). Em paralelo, o
tratamento conjunto com AG foi capaz de reestabelecer a taxa de apoptose a niveis
basais. Esses dados estdo em consonancia com dados ja apresentados no nosso
laboratorio que mostrou que os AGEs eram capazes de induzir apoptose em
mastocitos de animais diabéticos (CARVALHO VF et al 2011)

Uma vez que a AG se mostrou muito eficaz em reverter os efeitos dos GC em
mastocitos, foi feito uma avaliacéo do papel dos AGEs frente aos efeitos metabdlicos
da Dexa. Apdés os 21 dias de tratamento com essa droga, os animais foram pesados
e foi observado a ja esperada reducdo da meédia de peso dos animais tratados
apenas com o GC (BERTHON BS, MACDONALD-WICKS LK e WOOD LG, 2014).
Contudo o tratamento com a AG nos 18 ultimos dias de tratamento com a Dexa néo
foi capaz de reverter a reducdo do peso dos animais. Entdo foi feita a andlise do
efeito dos AGEs sobre a atrofia muscular induzida por GC. Foi observada uma
reducdo dessa razdo, o que confirma a atrofia muscular caracteristica do tratamento
com os GCs (SCHAKMAN O et al 2013). A partir desse resultado foi feita uma
analise microscopica da area da fibra muscular, e foi visto que o tratamento com a
Dexa induziu uma reducdo nesse parametro, confirmando a observacéo
macroscopica da inducdo da atrofia muscular induzida por GC. Nenhum desses
guesitos analisados foram alterados com o tratamento conjunto com AG. Assim, pela
primeira vez, € confirmada uma dissociacdo do mecanismo anti-inflamatorio induzido
por GCs do seu efeito metabdlico.

Foi entdo realizado uma analise do efeito dos AGEs sobre a reducdo do
namero de linfécitos induzido por GC. Observou-se que houve uma reducao
significativa da populacdo de leucocitos no sangue dos animais tratados com GC.
Essa redugcdo provavelmente estd relacionada com a reducdo de linfocitos,
caracteristico do uso de GCs (LIDDICOAT DR et al 2014). Nesses casos, 0
tratamento conjunto com AG néo reestabeleceu a populacdo dessas células. Nao ha
diferenca significativa nas populacbes de neutréfilos e mondcitos frente ao

tratamento com Dexa.
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Apesar de GCs apresentarem efeito hiperglicemiante (LIU XX et al 2014),
animais tratados com Dexa e Pred ndo apresentaram aumento de glicemia em
jejum. Em paralelo ndo houve maior deteccao de frutosamina (albumina glicada) nos
animais tratados com essas drogas quando comparados com o controle. Contudo,
nao se pode descartar que a mastocitopenia induzida por GCs nao esta relacionada
com o eixo AGEs-RAGEs, uma vez que a ativacdo dos receptores dos AGEs em
mastoécitos induz a apoptose dos mesmos (LI DX et al 2014). Além disso, GCs
podem induzir o aumento da expresséao tanto de RAGE (DJERBI N et al 2013) como
de Gal-3 (MALDONADO CA et al 2011) queratinocitos humanos e célula clara de
pulmé&o, respectivamente. Observamos um aumento de expressdao de RAGE e
galectina-3 em mastdcitos provenientes de ratos tratados com Dexa. O tratamento
com AG foi capaz de reverter esse aumento. O que permite concluir que a AG esta
bloqueando o0 aumento da expressao de receptores dos AGESs induzidos por GC.
Esses dados vao de encontro a literatura que mostra que o tratamento com AG
também é capaz de inibir o aumento de expressdo dos receptores dos AGEs em
alguns tecidos de animais diabéticos (CHANG PC et al 2014).

N&o foram observadas alteracdes tanto na expressdo de RAGE quanto na de
Gal-3 no musculo esquelético de animais tradados com Dexa e o tratamento com
AG néo interferiu na expressao dessas moléculas, sugerindo que os receptores dos
AGEs nao estéo envolvidos na atrofia muscular induzida por GC.

Para comprovar a participacao dos receptores dos AGEs na mastocitopenia,
animais tratados com GC foram concomitantemente tratados com inibidores
especificos desses receptores (inibidor de Gal-3: GSC-100 e inibidor de RAGE: FPS-
ZM1). Foi observado a reducdo do numero de mastdcitos induzido pelo tratamento
com GC e cada um dos inibidores especificos de receptores dos AGEs foi capaz de
reverter a mastocitopenia a niveis observados em animais controle. Os inibidores
sozinhos ndo foram capazes de alterar a populacdo de mastocitos. Dessa forma
pode-se concluir que o efeito redutor de nimero de mastoécitos induzidos por GC
esta de fato relacionado com o0 aumento da expresséo de receptores dos AGEs e da
sua ativagdo. Esse fenébmeno foi observado tanto em mastoécitos contados do lavado
peritoneal quando do mesentério. Esses dados confirmam resultados da literatura,
uma vez que a galectina-3 pode induzir morte de mastécitos por estresse oxidativo

(SUZUKI Y et al 2008). No presente experimento foi feita a contagem de mastocitos
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do mesentério, porque ja se sabe que Gal-3 € capaz de internalizar receptores
FCeRI complexados a IgE, o que inibe desgranulacdo de mastdcitos, além disso,
Gal-3 promove maior adesdo de mastdcitos, o que poderia causar uma reducdo do
namero de mastadcitos contados a partir do espaco peritoneal (BAMBOUSKOVA M et
al, 2016).

Fomos entdo avaliar o efeito dos inibidores de receptores dos AGEs na
reducdo de leucdcitos. Apesar de observarmos a redugdo do numero total de
leucdcitos e do numero de linfocitos induzidos pelo GC, nenhum dos inibidores de
receptores dos AGEs foi capaz de reverter essa reducédo. Esse dado indicaria que a
reducdo dessas populacdes induzidas por GC nao estaria relacionada com o
aumento da expressao de RAGE ou Gal-3. A populacao de neutréfilos mais uma vez
nao foi alterada com o tratamento de nenhuma das drogas. Por fim foram avaliados
os efeitos dos inibidores de receptores dos AGEs frente aos efeitos metabdlicos.
Foram entdo analisadas as médias do peso final dos animais ao final do tratamento.
Os animais tratados com Dexa apresentavam um peso corporal significativamente
menor do que dos animais controle (figura 17). A inibicdo dos receptores dos AGEs
nao foi capaz de normalizar o peso dos animais. Esse dado corrobora com o do
tratamento concomitante com AG, que permitia concluir que os efeitos dos GCs na
musculatura esquelética ndo estariam sendo influenciadas pelos receptores dos
AGEs. Assim, pode-se confirmar que ha uma dissonancia da via de atuacao dos GC
nos efeitos metabdlicos dos efeitos antialérgicos, sendo esse ultimo dependente dos

AGEs e seus receptores.
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6 CONCLUSOES

Esse trabalho nos permitiu concluir que o tratamento prolongado com GC
aumenta a expressao de receptores dos AGEs em mastdcitos. A ativacdo do eixo
RAGES/AGEs induzido por GC esté relacionado com seu efeito pré-apoptético nos
mastocitos. Essa via, porém, € independente do mecanismo de indugdo de atrofia
muscular, reducdo de peso corporal e linfopenia circulante, efeitos secundarios do

uso dos glicocorticoides nesse estudo.
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